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Резюме. Проведён обзор существующих «коктейльных» методов фенотипического определения актив-
ности метаболизма, позволяющих совместно определить активность основных изоферментов системы 
цитохрома P-450, а также оценена возможность использования данных методов в клинической практи-
ке для корректировки доз назначаемых препаратов с целью минимизации риска возникновения нежела-
тельных лекарственных реакций.
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«COCKTAIL» METHODS OF CYTOCHROME P450 ISOFORMS ACTIVITY DETERMINATION IN VIVO USING 
BIOANALYTICAL METHODS: ACTUAL METHODS REVIEW AND OPPORTUNITIES OF THEIR APPLICATION IN 
CLINICAL PRACTICE

Е.А. Egorenkov1,2*, V.V. Smirnov1,2

Abstract. The review of current «cocktail» phenotyping methods for biotransformation activity determination enabling 
simultaneous characterization of main cytochrome P450 isoforms activity was made. Furthermore, the possibility of 
their application in clinical practice in order to correct administered drugs dosage for the purpose of minimizing drug 
adverse reactions appearance risk was assessed. 
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Эффективность и безопасность лекарственных средств

ВВЕДЕНИЕ
Система цитохрома P-450 (CYP) игра-

ет важнейшую роль в метаболизме как ксе-
нобиотиков, так и эндогенных веществ. 
В недавнем времени был доказан значи-
тельный вклад этой системы в метаболизм 
канцерогенных веществ. Важную роль CYP 
играет в развитии нежелательных лекарст- 
венных реакций. В частности, к возникно-
вению таких реакций ведет межлекарст- 
венное взаимодействие, проявляющееся 
при совместном приёме препаратов, кото-
рые могут перекрёстно влиять на актив-
ность отдельных ферментов системы ме-
таболизма. Помимо этого, на активность 
системы CYP могут влиять и другие факто-
ры: пол, возраст, сопутствующие заболе-
вания, пищевой рацион, общее состояние 
организма и прочие факторы. Существу-
ет два основных метода определения ак-
тивности изоферментов цитохрома P-450 
in vivo: генотипирование и фенотипирова-
ние. Генотипический метод предполагает 

метод определения активности того или 
иного фермента метаболизма лекарствен-
ных средств на основании изучения его ге-
на методом полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) [1]. С помощью данного метода можно 
выявить мутантные аллели, производящие 
изоферменты с измененной активностью, 
и, таким образом, составить «ферментный 
портрет» человека на основании его ге-
нетической информации. Однако этот ме-
тод имеет ряд недостатков; в частности, 
генотипирование предоставляет данные 
об активности изоферментов лишь по ге-
нетической информации, таким образом 
абсолютно не учитывая условия окружаю-
щей среды, воздействующие на испытуемо-
го [2, 3]. Фенотипический метод, в свою оче-
редь, полностью учитывает воздействия 
окружающей среды на организм, и в ре-
зультате возможно получить информацию 
о реальной активности метаболизма в дан-
ный момент времени. Метод заключается в 
прямом определении активности того или 
иного фермента метаболизма лекарствен-



185РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ 2016 №1 (14)

ных средств по фармакокинетике его специфического 
субстрата (маркерного субстрата) и его метаболита [1]. 
К маркерному субстрату предъявляется ряд требова-
ний: он должен метаболизироваться преимуществен-
но одним из изоферментов CYP; он должен метаболи-
зироваться преимущественно с образованием только 
одного специфического метаболита; он должен быть 
безопасен для испытуемого (в идеале это должно быть 
эндогенное вещество); субстрат и его метаболит долж-
ны содержаться в биожидкостях (кровь, моча) в доста-
точной концентрации для количественного определе-
ния выбранным аналитическим методом. 

Одним из самых современных и перспективных 
аналитических методов, используемых для количест- 
венного определения концентрации субстратов-мар-
керов и их метаболитов в биожидкостях организма 
при фенотипировании, является метод высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии с тандемной масс-
спектрометрией. Данный метод отличается наиболь-
шей специфичностью, точностью, чувствительностью 
и воспроизводимостью по сравнению с другими ана-
литическими методами. Однако в самых ранних рабо-
тах можно обнаружить методики ВЭЖХ с использова-
нием УФ-детектора.

Существует множество методик определения ак-
тивности различных изоферментов CYP in vivo, исполь-
зующих различные вещества в качестве субстратов-
маркеров. Более того, в последнее время появляется 
всё больше «коктейльных» методов фенотипирования, 
позволяющих определить активность сразу несколь-
ких изоферментов CYP с использованием несколь-
ких пар «субстрат – метаболит». Такой подход требует 
высокой чувствительности, точности и селективнос- 
ти аналитического метода количественного опреде-
ления исследуемых веществ в биожидкости, поэтому 
для этих целей лучше всего подходит метод ВЭЖХ-МС/
МС, позволяющий производить эффективное хрома-
тографическое разделение и точное совместное коли-
чественное определение исследуемых веществ даже 
при большом числе аналитов и их невысокой кон-
центрации в биожидкостях.

ОСНОВНЫЕ ИЗОФЕРМЕНТЫ  
ЦИТОХРОМА P-450 

Цитохром Р-450 имеет множество изоформ – изо-
ферментов, которых на данный момент выделено бо-
лее 1000. Изоферменты цитохрома Р-450 по классифи-
кации D. Nebert (1987) принято разделять по близости 
(гомологии) нуклеотид/аминокислотной последова-
тельности на семейства, а последние, в свою очередь, 
на подсемейства. Изоферменты цитохрома Р-450 с 
идентичностью аминокислотного состава более 40% 
объединены в семейства, которых выделено 36, 12 из 
них обнаружены у млекопитающих [1].

У каждого из изоферментов CYP своя специфи-
ческая функция в метаболических процессах и свой 
специфический субстрат. Несмотря не всё изобилие 
изоферментов, лишь несколько из них делают основ-
ной вклад в метаболизм ксенобиотиков; это изофер-
менты CYP1A2, CYP2E1, CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19 и 
CYP2D6.

CYP1A2 метаболизирует порядка 2–8% известных 
лекарственных средств и участвует в метаболической 
активации проканцерогенных ариламинов и гетеро-
циклических аминов, образующихся при термической 
обработке пищи [5]. Является главным изоферментом 
метаболизма производных ксантина (теофиллин, ко-
феин). В качестве маркерных субстратов для феноти-
пирования CYP1A2 в основном используются фенаце-
тин, кофеин и ксантин [1, 6].

CYP2C9 метаболизирует около 10-15% известных 
лекарственных средств. Основными субстратами дан-
ного изофермента являются многие нестероидные 
противовоспалительные препараты, в том числе се-
лективные ингибиторы циклооксигеназы-2, антаго-
нисты ангиотензиновых рецепторов, пероральные 
гипогликемические препараты (производные сульфо-
нилмочевины), непрямые антикоагулянты (варфарин, 
аценокумарол) и др. Следует отметить, что CYP2C9 
обладает стереоселективностью и метаболизирует в 
основном S-варфарин и S-аценокумарол, в то время 
как R-варфарин и R-аценокумарол метаболизируют-
ся другими изоферментами цитохрома Р-450 (CYP1A2, 
CYP3A4) [1, 6, 7].

CYP3A4 метаболизирует большинство известных 
лекарственных веществ – от 30 до 40%, в том числе бло-
каторы медленных кальциевых каналов, макролидные 
антибиотики, ингибиторы ГМГ-КоА-редуктазы. CYP3A4 
также катализирует реакцию 6-β-гидроксилирования 
эндогенных стероидов, в том числе тестостерона, про-
гестерона, кортизола. Маркерными субстратами для 
определения активности CYP3A4 являются эритроми-
цин, нифедипин, лидокаин, кортизол [1, 6].

Рисунок 1. Процентное соотношение ксенобиотиков, метабо-
лизируемых основными изоферментами цитохрома Р-450 [4]

Биоаналитические методики
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CYP2D6 катализирует метаболизм 18–28% ле-
карственных веществ, в том числе нейролептиков, 
антидепрессантов, β-адреноблокаторов. CYP2D6 так-
же метаболизирует некоторые наркотики: кокаин, 
MDMA. Для некоторых лекарственных средств окисле-
ние CYP2D6 является дополнительным путем метабо-
лизма. Например, основным ферментом метаболизма 
дилтиазема является СYP3A4, в то время как CYP2D6 
катализирует дополнительный путь метаболизма пре-
парата – N-деметидезацетилирование [1, 6, 7].

«КОКТЕЙЛЬНЫЕ» МЕТОДЫ:  
ОСНОВНЫЕ УСЛОВИЯ  
ПРОВЕДЕНИЯ АНАЛИЗА

В основе «коктейльного» метода лежит совмест-
ное количественное определение нескольких пар ве-
ществ, поэтому для успешного анализа необходимо 
разработать соответствующие условия пробоподго-
товки с целью максимально полного извлечения ис-
следуемых объектов из биообразца. Кроме того, необ-
ходимо произвести эффективное хроматографическое 
разделение веществ с целью увеличения точности ко-
личественного анализа. Ниже приведены описанные в 
литературе «коктейльные» методы, используемые для 
определения активности основных изоферментов CYP 
in vivo.

Одной из самых ранних работ, описывающих «кок-
тейльный» метод фенотипирования, является работа 
Bing Zhu и соавторов, опубликованная в 2001 году [8]. 
В данной работе перед авторами стояла задача про-
вести разработку и валидацию «коктейльного» метода 
для определения активности изоферментов CYP1A2, 
CYP2E1, CYP2C19, CYP2D6 и CYP3A4.

Исследование проводилось на 14 здоровых, неку-
рящих добровольцах, принявших «коктейль», состоя-
щий из 100 мг кофеина, 200 мг хлорзоксазона, 100 мг 
мефенитоина, 100 мг метопролола и 7,5 мг мидазола-
ма. В качестве биообъектов использовались плазма 
и моча. Плазму применяли для определения актив-
ности изоферментов CYP3A, CYP2E1 и CYP1A2, мочу – 
для изоферментов CYP2D6 и CYP2C19. Количествен-
ное определение исследуемых веществ проводилось 
методом обращённо-фазной ВЭЖХ с использованием 
УФ-детектора.

Пары веществ-субстратов и их метаболитов из-
влекались из биообъектов и хроматографировались 
по отдельности. Так, для извлечения кофеина и его 
метаболита параксантина использовалась жидкост-
ная экстракция смесью хлороформ – изопропанол 
(9:1). Метаболит мефенитоина извлекался из мочи ди-
этиловым эфиром после ферментной деконъюгации с 
добавлением фенобарбитала в качестве внутреннего 
стандарта. Хлорзоксазон и его метаболит извлекались 
диэтиловым эфиром после деконъюгации глюкурони-
дазой с добавлением фенацетина в качестве внутрен-

него стандарта. Метопролол и его метаболит извле-
кались из мочи путем ее подщелачивания до pH=5,5 
с последующей экстракцией дихлорметаном с добав-
лением пропранолола в качестве внутреннего стан-
дарта. Для извлечения мидазолама и его метаболита 
к плазме добавляли аминоуксусный буфер, после чего 
проводили экстракцию диэтиловым эфиром. Хромато-
графическое разделение проводили на разных типах 
колонок с разными подвижными фазами. 

Недостатком данной методики является большой 
объем работы, связанный с пробоподготовкой и хро-
матографическим разделением, что не позволит ис-
пользовать ее в рутинной лабораторной практике. К 
тому же некоторые из субстратов (в частности, хлорок-
сазон) являются небезопасными лекарственными пре-
паратами ввиду своих серьезных побочных эффектов.

Затем «коктейльный» метод стал набирать попу-
лярность среди ученых как метод определения ак-
тивности ферментов метаболизма in vivo. В 2003  году 
был описан «коктейль» Karolinska, представляющий 
собой смесь кофеина в количестве 100  мг (CYP1A2), 
лозартана  – 25 мг (CYP2C9), омепразола – 20  мг 
(CYP2C19), дебризохина – 10 мг (CYP2D6) и хинина  – 
250 мг (CYP3A4)  [9]. В том же году был описан «кок-
тейль» Cooperstown 5+1, позволяющий с помощью ко-
феина, декстрометорфана, омепразола, мидазолама 
и S-варфарина определять активность изофермен-
тов CYP1A2, CYP2D6, CYP2C19, CYP3A4 и CYP2C9 соот-
ветственно [10]. Затем, в 2004 году, была опубликова-
на статья, в которой X. Yin и соавторы предложили 
использовать комбинацию кофеина (CYP1A2), толбу-
тамида (CYP2C9), омепразола (CYP2C19), дебризокина 
(CYP2D6) и мидазолама (CYP3A) с целью определения 
активности соответствующих изоферментов in vivo [11]. 
В 2006 году был описан «коктейль» Pittsburgh, состоя-
щий из кофеина, мефентоина, хлороксазона и флурби-
профена, для определения активности изоферментов 
CYP1A2, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 и CYP2С9 соответст- 
венно [12]. Наконец, в 2008 была опубликована одна из 
самых популярных «коктейльных» методик определе-
ния активности изоферментов CYP под названием Inje, 
использующая 93 мг кофеина (CYP1A2), 20 мг омепразо-
ла (CYP2C19), 30 мг декстрометорфана (CYP2D6), 30 мг 
лозартана (CYP2C9) и 2 мг мидазолама (CYP3A4)  [13]. 
К общим недостаткам этих методов можно отнес- 
ти несовместное извлечение исследуемых веществ 
как из плазмы, так и из мочи; затрудненную многоэтап-
ную подготовку; использование достаточно высоких 
доз лекарственных веществ-маркеров (в некоторых 
случаях граничащих с терапевтическими), а также их 
относительную небезопасность. В качестве метода ко-
личественного определения в данных методиках в ос-
новном использовался метод ВЭЖХ-УФ; также в неко-
торых методиках применялась ВЭЖХ-МС.

В 2012 году Kyung-Suk Oh и соавторы описали соз-
данный ими «коктейль» для определения активности 

Эффективность и безопасность лекарственных средств
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in vivo изоферментов CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 
и CYP3A, в состав которого входят 10 мг кофеина, 2 мг 
лозартана, 200 мкг омепразола, 2 мг декстрометорфа-
на и 100 мг мидазолама. 

В качестве биообъектов использовалась плазма 
крови добровольцев. Извлечение исследуемых ве-
ществ осуществлялось совместно с помощью жид-
костной экстракции, которую проводили в 2 стадии: 
сначала проводили экстракцию этилацетатом, пос- 
ле отделения органического слоя оставшийся вод- 
ный слой подкисляли уксусной кислотой, после че-
го также проводили экстракцию этилацетатом. Для 
количественного определения использовался метод 
ВЭЖХ-МС/МС. Хроматографическое разделение ве-
ществ проводилось совместно с использованием об-
ращённо-фазной колонки С18 (100×2,1 мм, 3,5 мкм). 
Подвижная фаза двухкомпонентная – 0,1% раствор му-
равьиной кислоты в воде и 0,1% раствор муравьиной 
кислоты в ацетонитриле; элюирование градиентное. 
MRM-переходы приведены для каждого из исследуе-
мых веществ соответственно [14]. 

Описанный в данной статье метод пригоден для 
использования в клинической практике по несколь-
ким причинам. Используемые дозировки препаратов 
в 10–100 раз ниже их терапевтических доз. Извлече-
ние и количественное определение исследуемых ве-
ществ производится совместно в одной пробе, что в 
разы сокращает время и затраты на исследование. К 
недостаткам метода можно отнести инвазивность ме-
тода (используется плазма крови) и использование 
веществ с ограниченным оборотом в РФ (например, 
декстрометорфан).

Использование состава «коктейля», приведенно-
го выше, встречается неоднократно в описанных ис-
следованиях по определению активности изофермен-
тов цитохрома P-450. К примеру, несколько раньше, в 
2009 году, S. Ghassabian и соавторы использовали та-
кой же «коктейль» для определения активности ме-
таболизма у больных шизофренией. Следует отме-
тить, что лекарственные вещества применялись в 
другой дозе, а именно: 100 мг кофеина, 20 мг омепра-
зола, 25 мг лозартана, 30 мг декстрометорфана и 2 мг 
мидазолама [15]. В данном методе в качестве биожид-
кости использовалась плазма крови. Для совмест-
ного извлечения пар дектрометорфан+декторфан, 
мидазолам+1’-гидроксимидазолам, омепразол+5-
гидроксиомепразол и лозартан+EXP-3174 использо-
вался метод твердофазной экстракции, для извлече-
ния пары кофеин+параксантин использовался метод 
жидкостной экстракции; в обоих случаях к исследуе-
мым образцам добавлялся раствор фенацетина в ка-
честве внутреннего стандарта. Хроматографическое 
разделение и количественное определение прово-
дилось совместно методом ВЭЖХ-МС/МС с использо-
ванием колонки С18 (150×2,1 мм, 5,0 мкм) и смеси 0,1% 
раствора муравьиной кислоты в ацетонитриле и 0,1% 

раствора муравьиной кислоты в воде в качестве под-
вижной фазы; элюирование изократическое.

К недостаткам метода можно отнести сравнитель-
но высокие концентрации используемых субстратов 
(например, доза мидазолама составляет 40% от тера-
певтической), сравнительно долгую пробоподготовку 
с использованием твердофазной экстракции и исполь-
зование относительно небезопасных препаратов.

S. Tanaka и соавторы использовали такой же «кок-
тейль» для определения активности метаболизма у 
здоровых добровольцев [16]. Пробоподготовка и из-
влечение исследуемых веществ проводилось совмест-
но с помощью 96-луночного планшета OstroTM, кото-
рый позволяет максимально очистить исследуемый 
образец плазмы от белков. К образцам добавлялся 
раствор нитразепама в качестве внутреннего стан-
дарта. Хроматографическое разделение и количест- 
венное определение также проводилось совместно 
с помощью метода ВЭЖХ-МС/МС. Разделение, как и в 
предыдущих методах, проводилось с помощью ко-
лонки С18, подвижная фаза представляла собой смесь 
10  мМ раствора аммония ацетата в воде и ацето- 
нитрила; элюирование градиентное. Недостатком яв-
ляется неширокая распространенность пробоподго-
товки с использованием плейта OstroTM.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Описанные выше «коктейльные» методы опре-

деления активности основных изоферментов ци-
тохрома P-450 позволяют достаточно точно опреде-
лить активность соответствующих изоферментов, 
однако всё же имеют ряд недостатков. Для того что-
бы было возможно использовать подобный метод в 
рутинной клинической практике для определения 
активности метаболизма у каждого конкретного па-
циента с целью коррекции дозировок назначаемых 
препаратов и рационализации фармакотерапии, ис-
пользуемый метод должен быть быстр, точен и без-
опасен для пациента. Таким образом, основными 
характеристиками «коктейльного» метода для вве-
дения в клиническую практику являются сравни-
тельно быстрая пробоподготовка в один этап (из-
влечение всех исследуемых веществ из биообъекта 
в одну пробу), совместное хроматографическое раз-
деление и количественный анализ исследуемых ве-
ществ (использование высокоточных и чувстви-
тельных методов, каким является ВЭЖХ-МС/МС) и 
преимущественное использование мочи в качестве 
биообъектов и эндогенных соединений – в качестве 
субстратов (например, известны методики определе-
ния активности CYP3A4 с использованием в качест- 
ве субстрата-маркера кортизола и его метаболита  – 
6-β-гидроксикортизола [17–19], а также методики с ис-
пользованием эндогенного пинолина в качестве суб-
страта-маркера изофермента CYP2D6 [20, 21] и др.).

Биоаналитические методики
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